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(54) Title: ABSORBABLE COMPOSITION CONTAINING PROPIONIC BACTERIA CAPABLE OF RELEASING NITRIC OXIDE IN 
THE HUMAN OR ANIMAL ALIMENTARY CANAL 

(54) Titrc: COMPOSITION ABSORBABLE RENFERMANT DES BACTERIES PROPIONIQUES SUSCEPTIBLE DE DEGAGKR DU 
MONOXYDE D'AZOTE DANS LE TUBE DIGESTIF HUMAIN OU ANIMAL 

(57) Abstract 

The invention concerns the use of propionic bacteria for obtaining a current feeding composition or an absorbable dietetic or medicinal 
composition capable of releasing physiologically significant amounts of nitric oxide in the human or animal alimentary canal. 

(57) Ahrefie 

Utilisation de bactdries propioniques pour Tobtention d'une composition d'alimentation courantc ou d'une composition didldlique 
ou medicamenteuse absorbable susceptible de d6gager des quantites physiologiquement significatives de monoxydc d'azote dans le tube 
digestif humain ou animal. 
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« Composition absorbable renfermant des bacteries propioni- 
ques susceptible de degager du monoxyde d' azote dans le 
tube digestif humain ou animal » 

La presente invention concerne une composition 
5 d' alimentation courante ou une composition dietetique ou me- 
dicamenteuse absorbable renfermant des bacteries propioniques 
susceptibles de degager des quantites physiologiquement si- 
gnificatives de monoxyde d' azote dans le tube digestif humain 
ou animal . 

10 Pendant de nombreuses decennies, on a totalement 

ignore que le monoxyde d' azote constitue l'un des elements 
necessaires a la vie et a son maintien ; par suite jusqu'a 
ces quatre ou cinq dernieres annees, les chercheurs ne se 
sont pas penches sur les bienfaits associes a la presence de 

15 cet oxyde, que ce soit en medecine, en nutrition ou en phy- 
siologie . 

Ce n'est que tout dernierement que l'on a attri- 
bue au monoxyde d' azote un nombre impress ionnant de fonctions 
physiologiques et que l'on a emis l'hypothese que ce gaz pou- 

20 vait etre implique au premier chef dans des fonctions aussi 
diverses que le controle de la pression arterielle, la fonc- 
tion cytotoxique non specif ique des macrophages, 1'agregation 
plaquettaire et la neurotransmission ou encore le controle de 
la motricite du tube digestif. 

25 A partir de cette supposition, les recherches 

portant sur le monoxyde d' azote se sont multipliees et 
1' importance de ce gaz a pu etre confirmee. 

II est connu que le monoxyde d' azote, qui est un 
gaz tres instable (demi-vie inferieure a 5 secondes dans les 

30 systemes biologiques) , est produit par biosynthese au sein de 
l'organisme humain ou animal a partir de la L-arginine par un 
groupe d' enzymes denommees NO-syntHases (NOS) dont il existe 
deux types principaux, a savoir d'une part les NOS constitu- 
tives qui sont exprimees notamment dans les cellules endothe- 

35 liales, les plaquettes sanguines et les neurones et, d' autre 
part, les NOS inductibles qui sont exprimees principalement 
par certaines cellules du systeme immunitaire (macrophages et 
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L' invention se rapporte, en consequence, a 
1 ' utilisation de bacteries propioniques pour l'obtention 
d'une composition d' alimentation courante ou d'une composi- 
tion dietetique ou medicament euse absorbable susceptible de 
* 5 degager des quantites physiologiquement signif icatives de mo- 

noxyde d' azote dans le tube digestif humain ou animal. 

Conformement a 1' invention, cette composition 
peut etre constitute par une preparation elaboree et/ou pre- 
sentee sous forme liquide (en particulier d'un liquide fer- 
10 mente) , sous forme deshydratee ou d'humidite intermediaire . 

Plus precisement, il est a noter que, sans pour 
cela sortir du cadre de 1' invention, la composition peut se 
presenter : 

- soit sous forme d'une preparation specif ique se justifiant 
15 par sa seule finalite physiologique , a savoir 1' ingestion 

de bacteries propioniques susceptibles de degager des quan- 
tites physiologiquement signif icatives de monoxyde d' azote, 

- soit sous forme d'une preparation alimentaire elaboree 
ayant parallelement une finalite autre plus strictement 

20 energetique ou f onctionnelle ; dans ce dernier cas, les 
bacteries propioniques peuvent etre ajoutees ou incorporees 
dans les aliments eux-memes notamment dans des fromages, 
dans des fibres alimentaires telles que des flocons de ce- 
reales, ou encore dans des laits fermentes, cremes des- 
25 serts, gateaux et/ou boissons bienf aisantes , etc.. 

Conformement a 1' invention, les bacteries propio- 
niques peuvent etre introduites sous forme de biomasse ou 
sous la forme d'un levain susceptible de se multiplier in si- 
tu. 

30 Lorsqu'elle est deshydratee, la composition se 

presente, avantageusement , sous forme de fractions indivi- 
duelles renfermant la dose de bacteries devant etre absorbee 
regulierement . 

Ces fractions peuvent etre ingerees directement 

35 ou etre prealablement diluees dans un liquide ; elles peuvent 
etre conditionnees sous une forme permettant de faciliter 
1' absorption : comprimes, sachets de poudre granulee, li- 
quide, ... 
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• dosage des nitrites par systeme Bran-Luebbe. 

En raison de la nature des extraits a analyser, 
une etape de purification des echantillons a ete succes- 
sivement mise en oeuvre par une double centrif ugation 
(2 x 10 min., 4°C, 15 000 rpm) , suivie d'une ultrafiltra- 
tion sur cartouche miniprep 10 (retention des proteines 
de PM > lOkD) puis d'une purification partielle par pas- 
sage de 1' echantillon sur resine Waters C18 (55-105 /im) . 

Cette methode a, dans un premier temps, ete tes- 
tee sur des echantillons etalons de nitrite (Figure 1) , 
puis sur des extraits de culture de Lactobacillus incubes 
7 heures auxquels a ete ajoutee ou non une quant ite con- 
nue de nitrite (Figure 2) . 

La figure 1 represente les profils colorimetri- 
ques obtenus sur une chaine d' analyse automatique Bran 
Luebbe : 

(1) d'un milieu de culture de bif idobacteries apres 
10 heures d' incubation, 

(2) d'une solution standard de nitrite, 

(3) de cette meme solution ultraf iltree, 

(4) de cette meme solution ultraf iltree et passee sur re- 
sine C18. 

La figure 2 represente les profils colorimetri- 
ques obtenus sur une chaine d' analyse automatique Bran 
Luebbe : 

(1) d'un milieu de culture de Lactobacillus apres 
10 heures d' incubation a 37°C, 

(2) (3) d'une solution standard contenant 410 fig de ni- 

trite/1, 

(4) (5) d'un milieu de culture de Lactobacillus apres 
10 heures d' incubation a 37°C auxquels a ete ajou- 
tee une quantite connue de nitrite afin d'obtenir 
une solution a 820 M^A de nitrite. 
Ces echantillons ont ete purifies par centrifuga- 
tion ultrafiltration et passage sur resine C18 dans les 
conditions decrites precedemment . 

Conformement a ces essais, aucune accumulation de 
nitrite n'a pu etre detectee que ce soit a partir 
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Cette figure montre que la quantite de nitrite 
est maximale a 24 heures puis diminue ensuite de fagon 
significative apres 48 et 72 heures d' incubation. 

On peut raisonnablement penser que cette chute 
5 resulte de la reduction du nitrite en NO, N 2 0 ou autres 

composes par la nitrite reductase. 

Conf ormement a 1' invention, on a pu prouver que 
1 ' accumulation de N0 2 depend des especes ou souches de bacte- 
ries propioniques mises en oeuvre . 
10 Cette situation a ete verifiee par les essais re- 

sumes ci-dessous : 

3 - Mise en evidence et comparaison des accumulations de ni- 
trite dans le milieu de culture dans le cas de 9 souches 
15 de 4 especes differentes de bacteries propioniques 

Conf ormement a cet essai, on a etudie les souches 
P20, P23, 2408, 2410, 2500 et 2501 de l'espece 
P.freudenreichii et les souches TL221, TL223 et TL207 ap- 
partenant respectivement aux especes P.thoenii, 

20 P .acidipropionici et P. jensenii . 

II est a noter que les souches TL (technologie 
laitiere) sont des souches appartenant a 1 ' INRA-LRTL, 
tandis que la souche P23 (ou ITG23) a ete enregistree a 
la Collection Nationale des Cultures de Micro-organismes 

25 (CNCM) de 1'Institut Pasteur sous le numero 1-1804 en 

date du 18.12.96. 

Les differentes souches de bacteries propioniques 
(1 g de lyophilisat ou 5 ml de culture fraiche) ont ete 
cultivees sur 100 ml de milieu YEL contenant environ 

30 50 /xM de nitrate, selon les conditions suivantes : 

• incubation a 30°C pendant 12, 24, 36 ou 48 heures, 

• 3 repetitions, 

• arret de 1' incubation par ebullition, 

• purification du produit par centrif ugation et passage 
35 de l'extrait sur resine C18, 

• accumulation de nitrite dans le milieu, mesuree par 
analyse sur systeme Bran-Luebbe, 
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9 

ces differences etant independantes de la croissance de 
ces souches . 

Ces resultats ont pu etre confirmes par 1' etude 
pour chaque souche de 1' evolution de la concentration en 
nitrite du milieu de culture en fonction de sa turbidite 
et done approximativement de la croissance bacterienne. 

Les resultats de ces derniers essais sont rappor- 
tes sur la figure 5 sur laquelle chaque valeur correspond 
a la moyenne ± 1'ecart type de la moyenne pour n = 3. 

Les essais susmentionnes ont ete de nature a eta- 
blir que, parmi les souches etudiees, la souche TL223 est 
la plus fortement accumulatrice de nitrites, ces nitrites 
disparaissant apres 12 heures. Cette souche a done ete 
retenue dans le cadre d' essais complementaires portant 
sur la mesure directe de la production de monoxyde 
d' azote par analyse en spectrometrie de masse en milieu 
anaerobie . 

4 - Mesure preliminaire de la production de NO par la souche 
TL223 sous atmosphere d' helium 

Conformement a ces essais, les cultures ont ete 
realisees dans des tubes de 10 ml contenant 5 ml de mi- 
lieu YEL contenant environ 50 /iM de nitrate et 0,25 ml de 
culture fraiche de la souche TL223 . 

L' atmosphere des tubes a ete immediatement eva- 
cuee par un flux d'helium (100 ml/min.) pendant 
100 secondes. 

L' accumulation de NO dans 1' atmosphere des tubes 
a ensuite ete mesuree au cours du temps dans les condi- 
tions suivantes : 

• incubation a 30°C pendant 24, 48 ou 72 heures, 

• 4 repetitions, 

• mesure de 1 ' accumulation de NO par analyse en spectro- 
metrie de masse, 

• estimation de la fermentation de chaque culture mesuree 
par lecture de l'absorbance a 650 nm. 

Lors d'un essai preliminaire, le systeme de puri- 
fication de gaz (Roboprep G+) - spectrometre de masse 
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qui correspond a une turbidite proche de 1,5 DO (figure 
7A) . 

Apres environ 65 heures d' incubation (turbidite 
superieure a 1,7 DO), environ 1,5 /zg de NO sont accumules 
dans 1' atmosphere d' helium pour 1 ml du milieu de cul- 
ture . 

L'ordre de grandeur obtenu est compatible avec 
les teneurs en nitrite mesurees dans le milieu pour des 
cultures au contact de l'air. 

Dans ce dernier cas, on avait en effet pu consta- 
ter (figure 5) que la souche TL223 accumulait au maximum 
1,8 fig de N0 2 /ml pour une turbidite de 1,5 DO, ce qui 
correspond a environ 1,2 /xg de NO/ml . 

A partir de cette mesure directe preliminaire de 
la production de NO par la souche TL223, on a cherche, con- 
formement a 1' invention, a confirmer la voie de synthese de 
ce monoxyde d' azote, et on a eu a cet effet l'idee de recher- 
cher si celle-ci est stimulee par un apport de nitrite ou de 
nitrate . 

Une telle stimulation a pu etre verifiee grace 
aux essais resumes ci-dessous : 

5 - Etude de la stimulation de la production de NO par apport 
de nitrite ou de nitrate 

Dans le but de rechercher si la production de NO 
par les bacteries propioniques est possible a partir de 
N0 2 ~ ou de N0 3 , on a recherche si 1 ' on observe une aug- 
mentation de la production de NO par la souche TL223 

lorsqu'elle est en presence de 1 mM de KN0 2 ou de KN0 3 

15 

(avec et sans marquage isotopique au N. 

Cette experimentation a ete effectuee dans les 
conditions suivantes : 

• la souche TL223 a ete ensemencee a 1 % dans un milieu 

YEL seul (temoin) ou avec addition de 1 mM de KN0 2 , de 

15 15 
KN0 3 ou de K N0 3 avec un marquage isotopique a N a 

50%) , 

• incubation a 30 °C pendant 24, 48 et 72 heures, 
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- la figure 8B represente les variations de la turbidite 
en fonction du temps, 

- la figure 8C represente les variations du rapport iso- 
topique [masse 31/ (masses 30+31)] en fonction du temps, 

- la figure 8D represente les variations de la production 
de NO en fonction de la turbidite. 

Chacune de ces figures concerne la souche TL223 

cultivee sur un milieu YEL seul, en presence de 1 mM de 

15 „ 14 

nitrate ( N0 3 - marque a 50 % et N0 3 ) et en presence 

de 1 mM de nitrite. 

Les barres verticales representent ± 1 ' ecart type 
de la moyenne pour n = 3 lorsqu'elles sont plus grandes 
que le symbole. 

Ces figures prouvent que 1 ' accumulation de NO 
chez TL223 cultive sur 1 mM de KN0 3 (marque a 1' azote 15 
ou non marque) ou sur 1 mM de KN0 2 est proche de 7 fig de 
NO/ml apres 48 heures d» incubation a 30°C ; cette valeur 
est 3,5 fois superieure a la production de NO dans le cas 
d'un milieu YEL non supplements en nitrate ou en nitrite 
(figure 8A) . Ces differences ne sont pas dues a des va- 
riations de croissance engendrees par la composition du 
milieu car la turbidite en fin de croissance, est du meme 
ordre de grandeur sur un milieu YEL seul (4,5 unites DO 
apres 72 heures) et sur un meme milieu additionne en ni- 
trate ou en nitrite (environ 5 unites DO apres 72 heures 

- figures 8B et 8D) . 

15 

La figure 8C revele que 1 ' apport de K N0 3 marque 
a 50 % permet d'obtenir du NO avec un marquage a environ 
4 0 % apres 48 heures d' incubation : 1' azote de masse 15 
apporte sous forme de nitrate est done retrouve dans le 
NO synthetise par la souche TL223 . 

On a, en outre observe que lorsque la souche 
TL223 est cultivee sur K 15 N0 3 , le profil du pic de masse 
31 ( 15 N 16 0) augmente tres fortement par rapport au NO 
analyse sur un milieu YEL contenant du nitrate non mar- 
que, ce qui permet de confirmer cette situation. 

De plus, 1' addition de 1 mM de KN0 3 ou de KN0 2 
non marque entraine une production de NO avec un rapport 
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Sur ces figures, les concentrations en nitrate 
ont ete corrigees en tenant compte de la presence 
d' environ 50 fxM de nitrate dans le milieu YEL seul et 
sont les suivantes : 100, 150, 350, 550, 650 et 1050 /iM. 

Les concentrations en nitrite sont les suivan- 
tes : 50, 100, 400, 800 et 1000 fiM . 

Ces figures montrent que pour les gammes choi- 
sies, la production de monoxyde d' azote par la souche 
TL223 est proport ionnelle a la concentration initiale en 
nitrate (figure 9A) ou en nitrite (figure 9B) du milieu 
YEL. Cette relation est lineaire. 

Dans les deux cas, aucune phase de plateau n'a 
ete observee, ce qui laisse supposer que les concentra- 
tions en nitrate ou nitrite utilisees ne permettent pas 
d'obtenir le niveau maximum d' accumulation de NO par la 
bacterie propionique TL223 . 

II est egalement a noter que la presence de for- 
tes concentrations en nitrate ou en nitrite n'affecte pas 
la croissance bacterienne vu que les valeurs de turbidite 
a 72 heures sont tres proches pour toutes les concentra- 
tions qui ont ete testees. 

II convient, par ailleurs, de souligner que les 
droites obtenues sur les figures 9A et 9B sont superposa- 
bles, ce qui permet de prouver que le NO produit provient 
directement du nitrite ou du nitrate via la reduction de 
celui-ci en nitrite. 

De plus, ces resultats montrent que chez la sou- 
che TL223, 1'etape de reduction du nitrate en nitrite 
n'est pas limitante pour les concentrations en nitrate 
choisies dans cette experimentation. 

II est egalement important de souligner que le 
taux de conversion du N0 3 (figure 9C) et du N0 2 (figure 
9D) evolue en fonction de la quantite de substrat dispo- 
nible, passant de 20 a 60 % lorsque la concentration en 
N0 3 ~ ou N0 2 passe de 1000 a 100 /iM. 

Ceci suggere que la production de NO est forte- 
ment regulee et qu'elle est prioritaire par rapport a 
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TL223 et les 12 autres souches de bacteries propioniques , 
cultivees sur un milieu YEL en presence de 550 /iM de ni- 
trate. La souche TL223 a ete representee dans chaque cas 
dans un but de comparaison. 

Les barres verticales representent ± l'ecart type 
de la moyenne pour n=3 lorsqu'elles sont plus grandes que 
le symbole . 

Cette figure montre 1' existence de fortes diver- 
gences entre les souches propioniques . 

De maniere globale, en comparant les niveaux de 
production de NO apres 72 heures d' incubation, on peut 
classer les souches en trois categories : 

• souches capables de produire de 4 a 4 , 5 jxg NO/ml : 
TL223, CNRZ80, NCDO1072 et PR75. Le rapport isotopique 
du NO produit par ces souches est compris entre 2 et 
2,5 % (T=72 h) , 

• souches capables de produire environ 2 fig NO/ml : 
CNRZ81, CNRZ8 6 , CNRZ89, CNRZ277 , LS2502, ITG2 3 . Le rap- 
port isotopique du NO produit par ces souches se situe 
entre 4 et 5,5 % (T=72 h) , 

• souches produisant moins de 1 /ig NO/ml : LS410, LS2501 
et CNRZ287. Malgre la presence de 550 fiM de nitrate 
dans le milieu de culture, ces 3 souches n'ont produit 
que de tres faibles quantites de NO et le rapport iso- 
topique etait de 1 ' ordre de 10 a 13 % (T=72 h) . Ces va- 
leurs suggerent que les pics de masses 30 et 31 
detectes chez ces bacteries pourraient ne pas corres- 
ponds a du monoxyde d' azote. 

II est a noter que chez les souches appartenant 
aux deux premieres categories, le NO produit ne diminue 
pas en fin de croissance et qu'il ne semble done pas re- 
utilise par les bacteries propioniques : il y a done ac- 
cumulation du NO. 

La figure 11 represente les variations de la pro- 
duction de NO en fonction de la turbidite chez les 
13 souches de bacteries propioniques susmentionnees , cul- 
tivees sur milieu YEL en presence de 550 jzM de nitrate. 
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Ce tableau permet de faire les constatations 
suivantes : 



5 - les souches produisant 4 fig NO/ml sont capables de re- 

duire entierement le nitrate disponible (soit 550 /xM) 
apres 24 heures d' incubation. De plus, elles peuvent 
reduire totalement le nitrite obtenu au cours des 
48 premieres heures d' incubation 

10 - les souches LS410 et CNRZ287 , tres faibles productrices 

de NO, ne sont pas. capables d' absorber significative - 
ment le nitrate present dans le milieu. 
- chez les souches presentant une accumulation interme- 
diate de NO, on peut observer des evolutions des te- 

15 neurs en nitrate et en nitrite tres differentes 

traduisant des vitesses d' absorption du N0 3 et/ou de 
reduction du N0 3 et du N0 2 tres differentes. Ainsi, 
la souche CNRZ81 est capable de reduire la totalite du 
nitrate apres 24 heures d' incubation. Apres 4 8 heures, 
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centration importante de NO, ce tres rapidement (pour des va- 
leurs de turbidite relativement faibles) . 

Selon une autre caracteristique de 1 ' invention, 
cette composition renferme des bacteries propioniques appar- 

5 tenant a au moins l'une des souches ITG23, CNRZ81 , CNRZ89, 
CNRZ277 et LS2502 de l'espece P . freudenreichii . 

II est a noter que, conf ormement a une autre ca- 
racteristique de 1' invention, la composition peut egalement 
renfermer d'autres bacteries telles que des bif idobacteries 

10 et/ou des bacteries lactiques. 

Pour completer les resultats obtenus ci-dessus, 
on a effectue des tests sur deux types de bacteries non pro- 
pioniques : E.coli et Lactobacillus farciminis connues pour 
leur aptitude a reduire les nitrites. 

15 Les resultats de ces tests sont resumes ci- 

dessous : 

7 - Etude de la production de NO par les souches E.coli et 
L . farciminis 

20 Ces tests complementaires ont principalement ete 

effectues compte tenu de 1' existence de la publication 
« Heme -dependent and heme- independent nitrite reduction by- 
lactic acid bacteria results in different N-containing 
products » Gudrun Wolf, Elke K. Arendt , Ute Pfahler and 

25 Walter P. Hammes - International Journal of Food 
Microbiology, 10 (1990) 323-330) qui mentionne que certaines 
bacteries lactiques (L . farciminis) sont capables de produire 
du monoxyde d' azote a partir de nitrite. 

Des experiences preliminaires ont montre qu' apres 

30 5 h 30 de croissance de la souche L. farciminis dans du MRS 
additionne de 1 mM de nitrate, on ne detectait plus de ni- 
trate ni de nitrite dans le milieu de culture. 

La meme constatation a ete faite en ce qui con- 
cerne la souche E.coli apres 7 h 30 de croissance sur milieu 

35 BHI additionne de 1 mM de nitrate. 

II est connu, qu'au cours de sa croissance, la 
souche L. farciminis acidifie le milieu MRS (environ pH 5 
apres 5-6 heures de culture) . 
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- la figure 14B represente les variations de la production de 
NO en fonction de la turbidite du milieu. 

II est a noter que les valeurs obtenues pour la 
production de NO sont toutes nettement inferieures au seuil 

5 de 1 ng/ml qui a ete considere ci-dessus comme significatif : 
il en resulte qu'il n'y a pas accumulation de NO dans les tu- 
bes de culture. 

Ces resultats indiquent done que 1' absence de ni- 
trate et de nitrite observee dans 1' experience preliminaire 

10 apres respectivement 5 h 30 (L . f arciminis) et 7 h 30 (E.coli) 
n'est pas compensee par une accumulation de NO qui pourrait 
etre soit d'origine chimique (liee a 1 ' acidification du mi- 
lieu) soit d'origine bacterienne. 

Ces resultats ont ete, dans le cas de la souche 

15 L . f arciminis , confirmes par des tests effectues sur des bac- 
teries se trouvant sous forme de resting cells a pH regule a 
6,5 par un tampon phosphate contenant du lactate dans les 
conditions operatoires suivantes : 

- incubation a 3 7°C, 

20 - apport de nitrite a une concentration de 400 jxM, 

- flushage de 1' atmosphere de chaque tube par de 1' helium 
pendant 10 0 secondes, 

- trois repetitions, 

- mesure de la turbidite en fin d' incubation . 

25 Cette analyse a permis d'obtenir les resultats 

rapportes sur la figure 15 : 

- la figure 15A represente les variations de la production de 
NO en fonction du temps d' incubation, 

- la figure 15B represente les variations de la production de 
30 NO en fonction de la turbidite. 

Ces resultats confirment ceux obtenus precedem- 
ment, a savoir que les quantites de NO produites sont trop 
faibles pour etre signif icatives et done que la souche 
L.f arciminis n'est pas susceptible d'accumuler le monoxyde 
35 d' azote. II est toutefois possible que cette souche produise 
du monoxyde d' azote en debut de croissance, mais que le NO 
eventuellement produit soit reutilise par la bacterie. 
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P.acidipropionici (TL223 et CNRZ80) mais egalement dans le 
cas de la souche de l'espece P. freundenreichii (CNRZ81) . La 
souche TL223 est la plus productive. 

Globaleraent, ■ a des concentrations identiques de 
bacteries, la production de NO par des resting cells est du 
meme ordre que celle observee dans le cas de bacteries culti- 
vees sur milieu YEL. 

La production de NO par des resting cells inter- 
vient essentiellement lors des cinq premieres heures 
d' incubation ; au-dela de cette periode, la production est 
f aible . 

On a ainsi pu observer qu'a 37°C, la production 
de NO est identique (TL223) ou legerement superieure (CNRZ8 0 ) 
a celle obtenue a 30°C. 

Les avantages associes a 1' ingestion de bacteries 
propioniques ont, en outre, ete verifies par des investiga- 
tions realisees in vivo chez l'homme sain. 

9 - Etude de l'effet de 1' ingestion de bacteries propioniques 
sur le transit intestinal chez l'homme sain 

Cette etude a ete realisee en milieu hospitalier 
au CHU de Caen sur une serie de 19 sujets masculins vo- 
lontaires sains . 

Au debut de ce test, on a fait absorber quoti- 
diennement a chaque volontaire 10 marqueurs radio opa- 
ques, ce pendant 8 jours consecutifs, conformement au 
protocole decrit dans les publications Arhan P, Devroede 
G, Jehannin B et coll. Dis Colon Rectum 1981 ; 24:625-9. 
et Bouchoucha M, Devroede G. Arhan P et coll. Dis Colon 
Rectum 1992 ; 35:773-82. 

Selon ce protocole, 1' etude du transit est effec- 

tuee par comptage des marqueurs radio opaques ingeres 

dans les differentes aires de la cavite abdominale repar- 

tis sur un cliche d' abdomen de face. Ces aires (colon 

droit, colon gauche et rectosigmoide) sont definies par 

ieme _ n 

des lignes fictives joignant la 5 vertebre lombaire 

au contour de la cavite pelvienne. Le temps de transit 

est calcule selon la formule T = l/N . n . At ; N etant 
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REVENDICATIONS 
1°) Utilisation de bacteries propioniques pour l'obtention 
d'une composition d' alimentation courante ou d'une composi- 
tion dietetique ou medicamenteuse absorbable susceptible de 
5 degager des quantites physiologiquement signif icatives de mo- 
noxyde d' azote dans le tube digestif humain ou animal. 

2°) Utilisation selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que 
10 la composition est constitute par une preparation deshydra- 
tee . 

3°) Utilisation selon la revendication 2, 
caracterisee en ce que 
15 la composition se presente sous forme de fractions indivi- 
duelles renfermant la dose de bacteries devant etre absorbee 
regulierement . 

4°) Utilisation selon la revendication 3, 
20 caracterisee en ce que 

9 

chaque fraction individuelle renferme plus de 10 bacteries. 

5°) Utilisation selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que 
25 la composition est constitute par une preparation liquide 
fermentee ou non. 

6°) Utilisation selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que 
30 la composition est une preparation elaboree, les bacteries 
propioniques etant ajoutees ou incorporees dans des aliments 
tels que des fromages ou des fibres alimentaires . 

7°) Composition dietetique ou medicamenteuse absorbable, 
35 caracterisee en ce qu' 

elle est constitute par une preparation renfermant une quan- 
tite importante de preference plus de 10 cellules/g de sou- 
ches de bacteries propioniques selectionnees en fonction de 
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Figure 5 
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